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Runt-related transcription factor 2 （Runx2）は、Runx ファミリーに属する転写
制御因子であり、Runx ファミリーには Runx1、Runx2、Runx3 がある。これらの
転写制御因子は共通したRuntドメインを有しており、このRuntドメインはRunx
ファミリーのコファクターである core-binding factor （CBF）との結合に必要
なドメインとして知られている（Ito et al., 2015）。Runx ファミリーは細胞の分化
過程を制御し、個体の発生において重要な役割を果たしているほか、細胞の癌
化にも寄与することが知られている。例えば、Runx1 は造血幹細胞の発生、赤血
球や白血球、血小板といった血液細胞への分化に必須の因子であり（Robert et al., 
2004, Jacob et al., 2010）、Runx1 ノックアウトマウスは胎生期に死亡すると報告
されている（Okuda et al., 1996, Okuda et al., 1998）。さらに、Runx1 は血液腫瘍の
癌抑制遺伝子として知られ、白血病患者において Runx1 の異常が確認されてい
る（Look, 1997, Ichikawa et al., 2013）。また、Runx3 は胃粘膜の細胞の分化に関
与が報告されており、胃癌をはじめとした消化器癌における癌抑制遺伝子とし
て知られている（Li et al., 2002, Ito et al., 2008）。そして、本研究において着目し
た Runx2 は骨の分化成熟に必須の因子として知られる一方で、前立腺癌や乳癌
といった癌の発症への関与が報告されている。 
 1997 年に Runx2 ノックアウトマウスにおいて、骨が形成されないことが報告
され、Runx2 が骨形成に必須の因子であるとの認識が広がった（Komori et al., 
1997, Otto et al., 1997）。我々はこれまでに Runx2 を特定の細胞でノックアウトで
きる Runx2 コンディショナルノックアウトマウスを作製し、骨芽細胞特異的に
Runx2 を欠損させたマウスは野生型マウスと同様に骨格が形成されることを報





るが、骨芽細胞への分化は bone morphogenetic proteins（BMPs）や Runx2、Osterix
が重要な役割を担っている。近年、この間葉系幹細胞は骨髄や脂肪組織から取
り出すことが可能となっており、その増殖能と多分化能を活かして再生医療へ
の利用に期待が高まっている（Ohgushi et al., 1999, Kranpera et al., 2007）。しかし
ながら、間葉系幹細胞のマーカーとされる細胞膜表面タンパクは多数報告され
2 






いて Runx2 をノックダウンすると細胞増殖が抑制されることから、Runx2 は腫
瘍細胞の増殖促進に関わっていると考えられている。さらに Runx2 は PI3K/AKT
シグナルを介して、抗アポトーシスタンパク質である Bcl-2の発現を上昇させる
ことによって抗癌剤低感受性への関与も報告されている（Pratap et al., 2007, 
Akech et al., 2010, Browne et al., 2012）。大腸癌や骨肉腫においても、Runx2 の高
発現が予後の不良や抗癌剤体感受性に関与しているとの報告がある（Sase et al., 
2012, Sugawara et al., 2011）。このように、様々な組織の癌において Runx2 の研究
が進んできている。我々はこれまでに中枢神経系の細胞であるアストロサイト
において、Runx2 が発現していることを報告しているが（Takarada et al., 2009）、
アストロサイトから発生する癌である膠芽腫における Runx2 の機能については
ほとんど研究されていないのが現状である。 
Fig. 1 Runxファミリー 
Runx ファミリーには、Runx1、Runx2、Runx3 の 3 種類が存在し、いずれもコファクタ








レーダー (Sunrise, TECAN 社) を用いて測定した。Total RNA量は 260 nm の吸光
度より NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific 社)を用いて算出した。蛍光強度の
測定には Image J を用いて、画面全体の平均値として定量化した。得られた結果
は、平均値±標準誤差で示した。データの統計学的有意差は、F-test を用いて比
較対象群が等分散であることを確認したうえで、スチューデントの t-test により
検定し，P < 0.05 のとき統計学的に有意であると判断した。 
 
1.3 使用薬物 
insulin 、 3-isobutyl-1-methyxanthine (IBMX) 、 poly-L-lysine 、
3-[4.5.]-Dimethylthiazol-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT)、calcium ionophore 
A23187 、 retinoic acid 、 2-mercaptopyridine N-oxide sodium (pyrithione) 、
N,N,N’,N’-tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine (TPEN) L-glutamic acid、各種
siRNAおよび各種 primer は、Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, U.S.) より
購入した。 ethidium bromide solution、 penicillin-streptomycin, liquid および
Opti-MEMは、GIBCO BRL (Gaithersburg, MD, U.S.) より購入した。fetal bovine 
serum（FBS）は、JRH Biosciences,Inc. (Lenexa, KS, U.S.) より購入した。Fluo-3 
acetoxymethyl ester (AM)、FluoZin-3,AMおよび Pluronic F-127は、Molecular Probes 
(Eugene, OR, USA.) より購入した。Dynabeads® mRNA DIRECTTM Micro Kit は
Thermo Fisher Scientific（Waltham, MA, US）より購入した。抗 Runx2 抗体は Cell 
Signaling Technology (Danvers, MA, U.S.)より購入した。抗-tubulin 抗体および抗
GAPDH抗体は Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, U.S.) より購入した。
Anti-Mouse/Rat CD29 (Integrin beta 1) APC、Anti-Mouse/Rat CD49e (Integrin alpha 5) 
PE、Anti-Mouse CD105 (Endoglin) PE、Anti-Mouse CD90.2 (Thy-1.2) APC および
Anti-Mouse CD90.2 (Thy-1.2) PE は e-Bioscience (Santa Clara, CA, U.S.)より購入し
た。BV421 Rat Anti-Mouse CD140A、PE-Cy™7 Rat Anti-Mouse Ly-6A/E、APC Rat 
Anti-Mouse CD45 、 APC Rat Anti-Mouse CD31 、 APC Rat Anti-Mouse 
TER-119/Erythroid Cells、7-AADおよび BD IMag™ APC Magnetic Particles-DMは、
BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, U.S.) より購入した。PE Anti-Mouse CD51 
Antibody 、Alexa Fluor 647 Anti-Mouse/Rat CD61 Antibodyは Biolegend (San Diego, 
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CA, U.S.A)より購入した。HRP標識抗マウス IgG抗体、HRP標識抗ラビット IgG
抗体および ECLTM検出用試薬は Amersham Biosciences（Piscataway, NJ, U.S.A）
より購入した。MK-801、は Tocris (GB)より購入した。ISOGEN、skim milk、
collagenase、 ascorbic acid、-glycerophosphate、dexamethasone、Dulbecco’s modified 
Eagle medium (DMEM)、minimum essential medium  modification (MEM-)、
magnesium chloride hexahydrate、potassium chloride、calcium chloride dihydrate、
D-(+)-glucose、glycine、sodium hydrogen carbonate、paraformaldehyde、zinc chloride、
phenol および dimethyl sulfoxide (DMSO) は、和光純薬工業株式会社 (大阪) より




7-AAD 7-amino-actinomycin D 
AM acetoxymethyl ester 
APC allophecocyanin 
ATP adenosine triphosphate 
Bcl-2 B-cell lymphoma 2 
BMPs bone morphogenetic proteins 
BrdU 5-bromo-2'-deoxyuridine 
CBF core binding factor  
cDNA complementary deoxyribo nucleic acid 
Ct threshold cycle 
DMEM Dulbecco's modified Eagle medium 
DMSO dimetyl sulfoxide 
dNTP deoxynucleoside triphosphates 
DTT dithiothreitol 
ECL enhanced chemiluminescence 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
EGTA ethylene glycol tetraacetic acid 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
FACS fluorescence activated cell sorting 
FBS fetal bovine serum 
FITC fluorescein isothiocyanate 
GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
5 
GFP green fluorescent protein 
Glu glycine 
Glu L-glutamic acid 
HBS HEPES-buffered saline 
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
IBMX 3-isobutyl-1-methyxanthine 
MK-801 (+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine 
mRNA messenger RNA 
MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
NBT/BCIP nitro blue tetrazolium chloride/ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 
NMDA N-methyl-D-aspartate 
PBS phosphate buffered saline 
PDGFRa platelet-derived growth factor receptor,  polypeptide 
PE phycoerythrin 
PI3K phosphoinositide 3-kinase 
PPARg peroxisome proliferator-activated receptor  
Prx1 paired related homeobox 1 
PVDF polyvinylidene difluoride 
Pyrythione 2-pyridinethiol 1-oxide sodium salt 
QPCR quantitative polymerase chain reaction 
RM recording medium 
RNA ribonucleic acid 
rpm rotations per minute 
RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction 
Runx runt-related transcription factor 
Sca1 stem cell antigen-1 
SDS sodium dodecyl sulfate 
S.E.M. standard error of the mean 
siRNA short interfering RNA 
Slc solute carrier family 
Sox SRY-related HMG box-containing genome 
TBST 0.05% Tween 20 in tris buffered saline 
TGF- transforming growth factor- 
TPEN N,N,N',N'-tetrakis-. (2-pyridylmethyl)-ethylenediamine 







 Runx2が骨組織において必須であることが見出されたのは 1997年に Runx2ノ
ックアウトマウスにおいて骨が形成されていないことが報告されたことからで





報告されている（Dezawa et al., 2004, Theise et al., 2000, Shimomura et al., 2007, 
Pereira et al., 2006）。この多分化能を活かして骨組織や心筋への再生医療への応
用に期待が高まってきている（Wang et al., 2012）。間葉系幹細胞は骨髄や脂肪組
織などから採取してくることが可能であるが、骨髄細胞の内 0.01~0.001%とわず
かしか含まれていない（Pittenger et al., 1999）ため、再生医療に使用する際には
採取してきた細胞を一度培養し細胞を増やしてから使用されている。また、骨
髄から採取してきた間葉系幹細胞と脂肪組織から採取してきた間葉系幹細胞で
は、その多分化能や増殖能に違いがあることが知られている（Lee et al., 2004, 
Sakaguchi et al., 2005, Dmitrieva et al., 2012）。現在、間葉系幹細胞のマーカーは





（Morikawa et al., 2009, Mabuchi et al., 2013, Ogata et al., 2015）。そして、間葉系幹
細胞からそれぞれの組織の細胞に分化する際、特異的な転写制御因子の働きに
よって調節されていることが知られており、軟骨細胞へは Sox6 や Sox9、脂肪組
織へは PPAR、筋細胞へは MyoDや Myogenin がその機能を担っていると考えら
れている（Akiyama et al., 2002, Brun et al., 1996, Yamaguchi et al., 2000, Weintraub, 
1993）。そして、本研究で着目した骨芽細胞への分化には Runx2 や Osterix が重
要な役割を担っている（Karsenty et al., 2009）。 
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常に高い割合で発現しているものもあれば、CD90 や Sca1 のように陽性細胞の
割合があまり高くないマーカーもあり、この Prx1 陽性細胞は様々な特性を持っ
た細胞が存在するヘテロな細胞集団であることが分かった。 
Fig. 3 間葉系幹細胞特異的 Runx2欠損マウス 









Fig. 4 Prx1-GFPマウス 
Prx1-GFP1日齢マウスの頭蓋骨を蛍光顕微鏡で観察した。 











そこで、本研究では間葉系幹細胞マーカーである Prx1 および Sca1 に着目し、
骨芽細胞分化における Runx2 の役割について研究を行った。 
 
  











した。頭蓋骨を PBS中で洗浄した後、4 mM EDTAを含む PBSに置換し、37℃
の温浴中で 10分間振盪した。その後新しい EDTA溶液に置換し再度同様に操作
した。次に、PBSで 2 回洗浄した後、collagenase 溶液 (2 mg/mL collagenase を含
む PBS)  5 mLに置換し、37℃の温浴中で 30分間振盪した。500 L FBSを加え
酵素処理を停止させた後、レンズクリーニングペーパー (Fujifilm) で組織片を
除いた。1500 rpm で 5 分間遠心し、上清を除いた後、滅菌精製水 500 mLを加え
懸濁した後、直ちに 2×PBSを加えることで溶血した。7000 rpm で 1分間遠心し




2.2.1 に準じて得られた細胞を 7000 rpm で 1分間遠心した後、各種抗体を含む
2% FBS/PBSに再懸濁した。氷上で 30 分間反応させた後 7000 rpm で 1分間遠心
し上清を除き 2% FBS/PBSで懸濁し、FACS Verse (BD Biosciences)により解析を
行った。Cell sortingは Aria Cell sorter (BD Biosciences)を用いて行った。使用した
抗体は以下の table.2 の通りである。 
Table.2 
Antibody Fluorochrome Aupplier 
CD140A (PDGFR) BV421 BD Biosciences 
CD105 PE e-Bioscience 
CD90.2 (Thy-1) APC e-Bioscience 
CD90.2 (Thy-1) PE e-Bioscience 
CD61 Fluor647 Biolegend 
Ly-6A/E (Sca1) PE-Cy7 BD Biosciences 
CD45 APC BD Biosciences 
CD31 APC BD Biosciences 









社製 1 well, 90 mm) に 1500 cellsまたは 3000 cells播種し、インキュベータ 
(SANYO社, MC0-17AIC 型: 37°C、5% CO2/95% air) で 10日間培養した。培養メ
ディウムは 3日に 1回の頻度で交換を行った。 
 
 2.2.3.2 crystal violet 染色 
 
 培養した細胞を PBSにて 2回洗浄した後、4% Paraformaldehyde (PBに溶解) 中
で 15分間固定した。PBSで洗浄後、0.1% crystal violet (20% Methanol に溶解）中







社製マイクロウェルプレート 96 well, 6.4 mm) に 1500 cell 播種し、37℃、5% CO2
インキュベータで 5日から 7日間培養した。その後、培養メディウムを 50 g/mL 
ascorbic acid、5 mM -glycerophosphate、10 % FBSを含む MEM-に置換し、
日目まで培養を行った。培養メディウムは 3日に 1 回の頻度で交換を行った。 
 
 2.2.4.2 脂肪細胞への分化誘導 
  
2.2.2に準じて20% FBSを含むMEM-中に得た細胞を培養ディッシュ (NUNC
社製マイクロウェルプレート 96 well, 6.4 mm) に 1500 cell 播種し、37℃、5% CO2
インキュベータで 5日から 7日間培養した。その後、培養メディウムを 10 g/mL 
insulin、3 M pioglitazone、1 M dexamethasone、500 M IBMX、10 % FBS を含





 2.2.4.3 ALP 染色 
  
骨芽細胞への分化誘導を行った細胞を PBSで 2回洗浄した後、4% 
Paraformaldehyde で 15 分間固定した。固定後、超純水で 2回洗浄した後、Buffer 
3 (100 mM Tris-HCl (pH 9.5)、100 mM NaCl、50 mM MgCl2) に置換し 5分間静置
した。その後、Buffer 3 で 100倍希釈した NBT/BCIP stock solution に置換し、37℃
で 30分間反応させた。最後に超純水で 2回洗浄し、蛍光顕微鏡 （KEYENCE, 
BZ-8100）を用いて、画像を取得した。 
 
 2.2.4.4 oil red O 染色 
  
脂肪細胞への分化誘導を行った細胞を PBSで 2回洗浄した後、4% 
Paraformaldehyde で 15 分間固定した。固定後、超純水で 2回洗浄した後、30% 
Isopropanol、60% Isopropanol の順で置換し、100% Isopropanol に 0.3% になるよ
うに溶解した Oil red O 染色原液を超純水で 0.6倍に希釈してろ過した染色液を
30分間反応させた。染色液を除去し 60% Isopropanol で 3回洗浄後、30% 
Isopropanolで2回洗浄した。最後に超純水で 2回洗浄し、蛍光顕微鏡 （KEYENCE, 
BZ-8100）を用いて、画像を取得した。 
 




2.2.2 に準じて得られた細胞から Dynabeads® mRNA DIRECTTM Micro Kit を用
いて mRNAを回収した。 
 
 2.2.5.2 cDNAの調整 
 
得られた mRNAに 50 M Oligo (dT)18 Primer (sigma)、2.5 mM dNTP mixture 
(TaKaRa Bio.) を添加し、65℃で 5分間反応させた後、氷上で急冷した。次に、5
×first-strand buffer (Invitrogen)、0.1 M DTT (Invitrogen)、200 U/L M-MLV reverse 






 2.2.5.3 Real-time PCR法 
 
96 well PCR プレ－ト (日本ジェネティクス; FG-1742 ) に iQ SYBR Green 
Supermix (Bio Rad) を用いた 2×SYBR premix 5 L、3倍希釈した cDNA 2 L、
2.5 mM forward primer および reverse primer 各 0.25 L、および滅菌精製水 2.5 L
を加えて、1 sample あたり duplicateで Mx3000P QPCR システム (アジレント・
テクノロジー社) を用いて行った。得られた定量曲線よりCt 値を算出し、内部
標準である GAPDHまたは-actin のCt 値を元にしたCt 値により定量した。
また、用いた primer は、以下の table.3の通りである。 
Table.3 
symbol forword reverse 
GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 
-actin TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAA TGTGGTGCCAGATCTTCTCCATGT 














rpmで5分間遠心した。上清を除去した後、Lysis buffer (0.012% Tris-HCl (pH 7.2)、
0.747% NH4Cl) 2 mLで懸濁し、5分間静置した。PBS 10 mLを加えて 1500 rpm
で 5分間遠心し、2% FBSを含む PBS 1 mLで懸濁し、得られた細胞数をカウン
トした。その後、血球系の細胞に発現する CD45 に対する抗体 CD45-APCを細
胞 100×104 cellsあたり 1 Lの割合で加え、氷上で 30分間反応させた。2% FBS
15 
を含む PBSで洗浄した後、細胞 100～1000×104 cellsあたり BD IMag™ APC 
Magnetic Particles-DM 50 Lを加え、氷上で 30分間反応させた。その後、IMagnet
を用いて BD IMag™ APC Magnetic Particles-DMを除いた。 
 
 2.2.6.3 骨組織細胞の調整 
 
 骨髄を洗い出した骨組織を乳鉢で数回たたくことで破壊した後、はさみで細
かくなるまで切り刻んだ。切り刻んだ骨組織を PBSにて洗浄し、4 mM EDTAを
含む PBSを加えて 37℃で 10分間 3回反応させた後、PBSで 2回洗浄した。100 
g/mL DNase を含む collagenase 溶液 (2 mg/mL collagenase を含む PBS) 10 mLに
置換し、37℃で 60分間激しく振盪した。FBS 500 Lを加えた後、レンズクリー
ニングペーパーで濾過した。1500 rpm で 5分間遠心し、上清を除いた後、滅菌
精製水 500 mLを加え懸濁し、直ちに 2×PBSを加えることで溶血した。7000 rpm














胞または脂肪細胞への分化 medium 中で培養し、その後 ALP染色および oil red O
染色を行った。その結果、Prx1+Sca1+細胞では ALP染色、oil red O染色のいずれ
においても染色陽性の細胞が確認されたのに対して、Prx1+Sca1-細胞では ALP陽
性細胞への分化は確認できたが oil red O 染色陽性の細胞は認められなかった。 
 
 









+細胞と Prx1+Sca1-細胞を 1500 cells/90 mm dish で播種した細胞を培養し
crystal violet染色により形成されたコロニーを染色した。 
(B) 骨芽細胞および脂肪細胞に分化誘導し、それぞれを ALP染色または oil red O染色し
分化能を評価した。 
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とんどが CD61、CD105 陽性であり、CD90 陰性の細胞の中には CD61、CD105
が陽性の細胞と陰性の細胞が混在していることが分かり、CD90 陽性細胞はより
幹細胞寄りの細胞集団である可能性が示された。また、CD61 陽性の細胞の多く












2.3.3 各細胞集団における Runx2 発現 




















血管内皮細胞のマーカーである CD31 陰性、赤血球のマーカーである TER119 陰
性の細胞各分において、わずかながら Prx1 陽性の細胞が含まれていることが示
された。しかしながら、骨髄より調整した CD45-CD31-TER119-細胞には Prx1 陽
性の細胞は認められなかった。 

























Fig. 10 成体マウス骨組織における Prx1陽性細胞 
成体マウス骨組織より調整した骨組織細胞には Prx1陽性細胞が存在するが、 
骨髄細胞中には Prx1陽性細胞は存在しない。 





本章の結果より、Prx1, Sca1 共陽性細胞は、Prx1 陽性 Sca1 陰性細胞に比べて
コロニー形成能が高く、骨芽細胞だけでなく脂肪細胞への分化能も持っている
ことが示された。これまでに間葉系幹細胞マーカーは多数乱立されており、よ
り適切なマーカーを用いる必要性があるが、本研究では Prx1と Sca1 を用いるこ
とで高い自己複製能と骨芽細胞および脂肪細胞への分化能を持った間葉系幹細














本章の結果より、Prx1 陽性 Sca1 陰性の細胞における各種間葉系幹細胞マーカ
ーの発現を確認したところ、CD90陽性細胞は CD61 陽性、CD105 陽性であるこ
とが示され、この細胞集団の中でより未分化な細胞集団である可能性が示唆さ
れた。これらの細胞集団における Runx2 の発現を解析したところ、Sca1 陽性の
細胞では Runx2 の発現は見られなかったが、Sca1 陰性の細胞では Runx2 の発現



























Fig. 12 間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化 
間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化過程は、Sca1、CD90、CD105の順にマーカーの発現
が消失し、Osterixの発現が上がってくることで特徴付けすることができる。 
骨芽細胞分化のマスターレギュレーターとして知られる Runx2 は Prx1+Sca1-CD90+の細
胞で高発現する。 
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Chapter.3 神経膠腫における Runx2 の機能 
 
3.1 序文 
Runx2 は oncogene としても知られており、Runx2 は乳癌や前立腺癌で高発現
しており、その高発現は腫瘍の拡大や抗癌剤に対する耐性に関与している可能
性が報告されている（Pratap et al., 2007, Akech et al., 2010, Browne et al., 2012）。
乳癌において Runx2 はエストロゲンの生成酵素であるアロマターゼの発現を上
昇させ、エストロゲンの濃度を上昇させることで細胞増殖や複製のエラーを起
こさせ癌化を引き起こす（Wysokinski et al., 2015）。Runx2はwntシグナルやTGF-
シグナル、PI3K/AKT シグナルを介して腫瘍拡大に関与しているとの報告がある
（Chimge et al., 2011, Tandon et al., 2011）。また、前立腺癌においてRunx2はTGF-
シグナルやアンドロゲン受容体の活性化経路を介して癌細胞の細胞増殖を促進




















が発現していることを報告している（Takarada et al., 2009）。しかし、神経膠腫に
おける Runx2 に関する知見は、Runx2 が糖鎖結合タンパク質である galectin-3.
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3.2.1 Glioma 細胞の培養 
 
3. 2. 1.1 Glioma 細胞の継代法 
 
液体窒素で凍結保存された Glioma 細胞株を、37℃の水浴でできるだけ急速に
融解を行った後、37℃に温めた 10 mLの 10% FBSを含む DMEM中に、融解液
を懸濁した。この懸濁液を 1500 rpm で 5分間遠心を行い、上清を除去後、37℃
に温めた 10 mLの 10% FBSを含む DMEM中に再び懸濁させ、培養ディッシュ 
(NUNC 社製 1 well, 90 mm) に撒いた。37℃、5% CO2インキュベータ内で 3日
間培養を行った後、2 mL/dish の 0.25% トリプシン- 0.03% EDTAを CO2インキ
ュベータ内で反応させ、細胞を分散させた。1500 rpm で 5 分間遠心を行い、上







培養ディッシュ (NUNC 社製マルチディッシュ 4 well,16 mm、24 well,16 mm, 
NUNC社製培養ディッシュ 1 well, 35 mm) の各 wellに 7.5 g/ml poly-L-lysine 各
well 200 L、または1 mLずつを加え、インキュベータ内で2 時間以上静置した。
コーティング後、poly-L-lysine を取り除き、滅菌精製水で 2回洗浄した。 
 
3.2.1.3 Glioma 細胞の調整 
 
3.2.1.1 に準じて培養した Glioma 細胞に、トリプシン- EDTA処理をして細胞を
分散した。続いて、37℃に温めた 10% FBSを含む DMEMを 10 mL加え、1500 rpm






3.2.2 Western blotting 法 
 
 3.2.2.1 Western sample の調整 
 
 3.2.1 に準じて培養した Glioma 細胞を PBS で 2 回洗浄し、セルスクレーパー
を用いて細胞を回収した。各種 phosphatase inhibitors (5 mM dithiothreithol、10 mM 
sodium fluoride、10 mM -glycerophosphoric acid) および 1 g/mLの各種 protease 
inhibitors (p-amidinophenyl)methanesulfonyl fluoride、leupeptin、antipain、pepstatin 
A) 、1% Triton X-100 を含む Buffer A (10 mM HEPES-NaOH (pH 7.9) 、1 mM 
EDTA、1 mM EGTA、10 mM KCl) を加え懸濁した。この細胞溶解液に sodium 
dodecyl sulfate (SDS) 処理液 (10 % glycerol, 2 % SDS, 0.01 % bromphenol blue, 5 % 
2-mercaptoethanol を含む 10 mM Tris-HCl 緩衝溶液 (pH 6.8))を 4 : 1 の割合で混
合し、100℃で 5分間加熱して変性させた後、使用直前まで-20℃で保存した。 
 
3.2.2.2 Western blotting 
 
Western sample をポリアクリルアミドゲル (濃縮用ゲル濃度 4.5%、分離用ゲル
濃度 10%) を用いて室温で 2 時間電気泳動 (15 mA/plate) 後，あらかじめ 
100 % methanol で活性化処理を行った polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜に 95 
mAで 30 分間ブロティッングを行った。ブロッティング終了後，PVDF膜を 
TBST (137 mM NaCl、0.05% Tween 20を含む 20 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.5 )) 
で洗浄した後，5 % skim milk を含む TBST で 60 分間ブロッキングを行った。
この PDVF膜を 1 % skim milk を含む TBST で希釈した 1次抗体と 4℃で一晩
反応させた。反応後 TBST で 10分間 3回洗浄し、1 % skim milk を含む TBST で
希釈した horse radish peroxidase (HRP)で標識された 2次抗体と室温で 1時間反応
させた。反応後、TBST で 15分間 3回洗浄した。その後、ECLTM 検出用試薬と
反応させ、生じる化学発光を LSC4100 (Fujifilm) を使用して抗体陽性タンパク質
を検出した。 
 
3.2.3 RT-PCR 法 
 
 3.2.3.1 RNAの調整 
  
3.2.1 に準じて培養した細胞を PBSで 2回洗浄し、Trizol ISOGEN 1 mLを加え
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懸濁した。回収した細胞懸濁液に chloroform 200 Lを加えて混和し、15000 gで
15分間遠心した。上清を回収し、等量の chloroform を加え、再び混和し、15000 
g で 15 分間遠心した。上清を回収し、0.8 倍量の isopropanol を加え、転倒攪拌
し、-20℃で一晩反応させた。続いて、15000 gで 15 分間遠心し、上清を除去し
た。70% ethanol 1 mLを加え、転倒攪拌した後、15000 gで 15分間遠心した。遠
心分離後 ethanolを完全に除去し、得られた沈査を滅菌精製水 24 lに溶解した。
得られた RNAに DNase buffer (Promega) 3 Lおよび DNase (Promega) 3 Lを加
え、37℃で 20分間反応させた。この反応溶液に滅菌精製水 370 Lを加えた後、
water saturated phenol 200 Lを加え混和し、さらに chloroform 200Lを混和した。
15000 gで 15分間遠心した。上清を回収し、等量の chloroform を加え混和した。
15000 gで 15分間遠心した。上清を回収し、1/10倍量の 3 M sodium acetate (pH 
5.0) 、および等量の isopropanol を加え、-20℃で十分に反応させた。続いて、15000 
gで 15 分間遠心し、上清を除去した。70% ethanol 1 mLを加え、転倒攪拌した
後、15000 gで 15分間遠心した。遠心分離後 ethanol を完全に除去し、得られた
沈査を滅菌精製水 10 Lに溶解し、NanoDrop を用いて RNA濃度を測定した。 
 
 3.2.3.2 cDNAの調整 
 
調整した Total RNA 0.5 gを全量が 5.5 Lになるように滅菌精製水で希釈し、
50 M Oligo (dT)18 primer (sigma) 0.5 L、2.5 mM dNTP mixture (TaKaRa Bio.) 1.8 
Lを添加し、65℃で 5 分間反応させた後、氷上で急冷した。次に、5×first-strand 
buffer (Invitrogen) 3 L、0.1 M DTT (Invitrogen) 1.5 L、200 U/L M-MLV reverse 
transcriptase (Invitrogen) 0.25 L を加え、37℃、50分間反応させた。続いて、70℃
で 15分処理した。得られた cDNAを滅菌精製水で 3倍希釈し、使用直前まで-20℃
で保存した。 
 
 3.2.3.3 Real-time PCR法 
 
 2.2.8.3 に準じて行った。また、用いた primer は、以下の table.4の通りである。 
Table.4 
symbol forword reverse 
GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 
Runx2 CGACAGTCCCAACTTCCTGT CGGTAACCACAGTCCCATCT 
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3.2.4 siRNA の導入 
 
 3.2.1に準じて培養した細胞をトリプシン-EDTA溶液を用いて 10% FBSを含む
DMEM中に分散した。lipofectamin RNAiMAX と siRNAを opti-MEM中で混和し
た溶液を培養ディッシュに加え、分散した細胞をその培養ディッシュに播種し
た。37℃、5% CO2インキュベータで 24時間培養した後、10% FBS/DMEM に置
換し、さらに培養し、実験に用いた。 
 
3.2.5 MTT アッセイ 
 
 細胞を 37℃に温めた PBSで 1回洗浄し、0.5 mg/mL MTT を含む PBS 200 L
を加え、37℃、5% CO2インキュベータで 30分間反応させた。次に 0.04 M HCl






3.2.6 BrdU 取り込みアッセイ 
 
 培養した細胞のメディウムを 20 M BrdUを含む PBSに置換し、37℃、5% CO2
インキュベータで 2 時間培養した。BrdU を取り込んだ細胞を Cell Proliferation 





3.3.1 Glioma 細胞における Runx2 の発現 
 
初めに、ラット由来 C6 glioma 細胞株およびヒト由来各種 glioma 細胞株に
Runx2 が発現しているかを検討する目的で、Runx2 を特異的に認識する抗体を用
いたWestern blottingおよび Runx2を特異的に認識する primerを用いた Real-time 
PCRを行った。その結果、C6 glioma 細胞には正常な初代培養アストロサイトと
比較して Runx2 が高発現していた。また、ヒト Glioma 細胞においても RNA お




Fig. 13 Glioma細胞における Runx2発現 
(A) Western blottingによるC6 glioma細胞におけるRunx2発現 (B) q-PCRによるヒト由来
Glioma細胞における Runx2 mRNA発現 (C)  Western blottingによるヒト由来 Glioma細
胞における Runx2発現 
発現   
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3.3.2 C6 glioma 細胞における Runx2 ノックダウンの影響 
 
 C6 glioma 細胞には Runx2 が高発現していることが示されたので、この Runx2
の機能について検討する目的で、C6 glioma 細胞に control siRNA および Runx2 
siRNAを導入した。siRNA導入 48および 60時間後に Western blotting法により
Runx2 のノックダウンを確認したところ、Runx2 siRNA #1、#2、#3 のいずれに
おいても Runx2 の発現が抑制されていた。さらに Runx2 siRNA導入による細胞
増殖能に対する影響を検討する目的で、siRNA 導入 24、36、48、60 時間後に
MTT assayを行ったところ、Runx2 siRNA導入群では control siRNA導入群と比
較して有意に MTT 還元活性の低下がみられた。また、siRNA導入 48および 60





Fig. 14 C6 glioma細胞における Runx2のノックダウン 
(A) siRNA導入による Runx2のノックダウンの確認 (B) Runx2ノックダウンによる細胞




 本章の結果より、ヒト由来各種神経膠腫およびラット由来 C6 glioma 細胞にお
いて、Runx2 が高発現していることが示された。さらに、siRNA法による Runx2


















 前章において、神経膠腫においても Runx2 が高発現しており、その高発現し
ている Runx2 は神経膠腫の細胞増殖に関与している可能性が示された。 一方
で、細胞内 Ca2+は細胞機能を多岐にわたって調節していることが知られており、
細胞内 Ca2+はカルモジュリンと結合し、細胞の増殖や分化にも情報伝達を行っ
ている（Martin et al., 2014, Chen et al., 2013）ほか、遺伝子の転写調節やホルモン
分泌の調節など、セカンドメッセンジャーとして重要な機能を担っている。肝
癌や肺癌などにおいても、Ca2+拮抗薬によって細胞内への Ca2+の流入を阻害する
と、細胞増殖が抑制されることが知られている（Meng et al., 2013, Jia et al., 2015, 
Yong et al., 2010）。神経膠腫においても ATPをリガンドとして細胞内へ Ca2+を流
入させる受容体である P2X7受容体が高発現しており、そのノックダウンによっ




細胞内やミトコンドリア内への Ca2+流入を検討する試薬として Fluo-3や Rhod-2
があり、神経細胞における NMDA受容体を介した細胞内への Ca2+流入や筋肉細
胞におけるアセチルコリン受容体を介した Ca2+の流入を検出するために用いら
れている（Fukumori et al., 2010, Fukumori et al., 2012, Fujikawa et al., 2012, 
Fukumori et al., 2013, Song et al., 2015）。しかしながら、癌細胞には Ca2+と同じ 2
価の金属イオンである Zn2+が蓄積しやすいとの報告も存在しており（Takeda et 
al., 2001, Tamano et al., 2002）、乳癌や膵臓癌においては細胞内の Zn2+の濃度の調
節に関わっている亜鉛トランスポーターが高発現しており、細胞増殖や癌の転
移への関与が報告されている（Kagura et al., 2007, Lopez et al., 2009, Taylor et al., 














4.2.1 C6 glioma 細胞の培養 
 
 3.2.1 に準じて、行った。 
 
4.2.2 RT-PCR 法 
 
 3.2.3 に準じて行った。使用した primer は以下の table.5 の通りである。 
Table.5 
symbol forword reverse 
GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 
Slc30a1 TAACACCAGCAATTCCAACG AGGACGTGCAGAAACACTCC 
Slc30a2 CTGCCTGGTGTTCATGATTG CAAGGCTCCAAGGATCTCAG 
Slc30a3 GAAGAGTCTTTTCACAGAGCCC TGTGTGCTAAATACCCACCAAC 
Slc30a4 TGCTGAGGAAAGACGACACG GCCACCACGACTCGAAGTTTAT 
Slc30a5 GTGGAGCTAAGCGCCTTCAG CCATAGCGGGCACATTTGG 
Slc30a6 TCCTGGCTGTATTTGCTTCTACT CCAAAAAGCGTTCTGCACTTTC 
Slc30a7 CAGGCTGGTTTAGGTCCATCC ATGCCGTAGAGTAGTTCCACA 
Slc30a8 TGATGCTGCTCATCTCTTAATTG CTGCTCGATACCACCCAAATG 
Slc30a9 CATCCTCAACCAATGGAATCCC TCATTTATGGCAACGAGAAGTGT 
Slc30a10 TCGAATGTAGCAGGTGATTCC TCAAACTGGGGTCAATGTAGC 
Slc39a1 CTGCCATAGATGAGGCCTTG TCCATCATGCCAATGTTGAG 
Slc39a2 GGGAGGGACTCATGCCTTTG GTGGTCCAGTGCCGATCTTC 
Slc39a3 AGCGGCCTCCCTTTATAGAC GGCTCTCGTACTCCGAGTC 
Slc39a4 ATGCTCCCAAAGTCGCTCAC CAGCGTATTTAACAGGCCGTC 
Slc39a5 TATCGCATGGATGGTCCTC CCTTCCTGAAGCAGCATTG 
Slc39a6 TTGATGCTCGGTCTTGTCTG AGTGGCACCAAGATGACTCC 
Slc39a7 TGAATCTGGCTGCTGACTTG GCAGTCAAGAGTTGCAGACG 
Slc39a8 CGATCCTGTGTGAGGAGTTTC TCAGCATGTCGTTCATCTCTG 
Slc39a9 TGTTGGTGGGATGTTACGTGG TGCTGCTTTGTCTGATGCAAT 
Slc39a10 CATAATCGGGTTCACAAACTTGA GCTTCTCGCTTTCGAGTATGTCG 
Slc39a11 ACAAGCGTGAGAATGGCGAG TGGCAGATGCAGTCTTTTCTAC 
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Slc39a12 GACATCTTGGCTTCCACCAG CAAACTCCTTGGAGCGACAG 
Slc39a13 CCTGGCTGTGGTATGGCAG ACTGAGCCCAACCATGAGAGA 





4.2.3.1 Fluo-3, AM による染色 
 
3.2.1に準じてコーティングを施した 4 well培養ディッシュに調整した C6 glioma
細胞を、レコーディングメディウム (129 mM NaCl、4 mM KCl、2 mM CaCl2、1 
mM MgCl2、4.2 mM Glucose、10 mM HEPES、pH 7.4) で 1回洗浄した後、細胞
内カルシウム感受性蛍光指示薬として知られる Fluo-3, AM (3 M) または、細胞
内亜鉛感受性蛍光指示薬として知られる FluoZin-3, AM (3 M) および 0.02% 
Pluronic F-127を含むレコーディングメディウム (240 L/well) 中で室温、60分
間インキュベートした (Korkotian et al., 1996, Nakamichi et al., 2002)。細胞をレコ
ーディングメディウムで 1回洗浄した後、レコーディングメディウム 400 L/well




細胞に負荷した蛍光色素 Fluo-3 または FluoZin-3 をアルゴンレーザーによる
488 nm の光で励起させ、放出された 530 nm の蛍光を共焦点レーザー顕微鏡 (カ




















4.2.4 NMDA 受容体強制発現 HEK293 細胞の作製 
 
4.2.4.1 HEK293 細胞の継代法 
 
液体窒素で凍結保存された HEK293 細胞を、37℃の水浴でできるだけ急速に
融解を行った後、37℃に温めた 10 mLの 5% FBSを含む DMEM中に、融解液を
懸濁した。この懸濁液を 1500 rpm で 5分間遠心を行い、上清を除去後、37℃に
温めた 10 mL の 5% FBS を含む DMEM 中に再び懸濁させ、培養ディッシュ 
(NUNC 社製 1 well, 90 mm) に撒いた。37℃、5% CO2インキュベータ内で 3日
間培養を行った後、2 mL/dish の 0.25% トリプシン- 0.03% EDTAを CO2インキ
ュベータ内で反応させ、細胞を分散させた。1500 rpm で 5 分間遠心を行い、上











 3.2.1.2 に準じて行った。 
 
4.2.4.3. 遺伝子導入用 HEK293 細胞の調製 
 
4.2.4.1に準じて培養した HEK293 細胞に、トリプシン- EDTA処理をして細胞
を分散した。続いて、37℃に温めた 5% FBSを含む DMEMを 5 mL加え、1500 rpm
で 5分間遠心を行い、上清を除去後、37℃に温めた 5% FBSを含む DMEM 中に
再び懸濁させた。5×104 cells/cm2の密度になるように、コーティングを施した 4 





4.2.4.3 に準じて培養した HEK293 細胞を用いて遺伝子導入を行った。NMDA
受容体を構成するサブユニットである GluN1 をコードするプラスミド 0.5 gと
GluN2A をコードするプラスミド 1.5 g を滅菌精製水で 100 L に希釈し、2×
HEPES-buffered saline (2×HBS) 100 Lと混ぜた後、2M CaCl2 9 Lを滴下し混和
後、20 分間室温で静置した。トランスフェクションするディッシュ中のメディ
ウム 350 L除き、20分間静置したプラスミドDNA混合液をピペッティングし、
ディッシュに 50 Lずつ添加した。20 分間静置した後、10 M MK-801を含む






4.3.1 C6 glioma 細胞における ATP曝露による細胞内 Ca2+動態 
 
 まず、カルシウム蛍光指示薬として知られている Fluo-3 を取り込ませた C6 
glioma 細胞に対して、コントロールとしてのレコーディングメディウム、1 mM 
ZnCl2を含むレコーディングメディウム、1 mM ZnCl2を含むレコーディングメデ
ィウム中で、ATP を曝露し 1 分毎の蛍光強度を共焦点レーザー顕微鏡を用いて
観察した。その結果、コントロール群では 1 mMおよび 10 mMの ATPの添加に
よって Fluo-3の蛍光強度の上昇が認められた。しかしながら、ZnCl2存在下では
経時的な Fluo-3 の蛍光強度の上昇がみられ、ATP 添加による効果は確認するこ




Fig. 16 ATP添加による細胞内カルシウム蛍光指示薬の蛍光強度変化 




4.3.2 カルシウム蛍光指示薬に対する Zn2+の反応性 
 
 ZnCl2の存在下において C6 glioma 細胞に取り込ませた Fluo-3の蛍光強度が上








った。さらに Ca2+イオノフォア A23187 を添加したところ、Ca2+のみの条件では
Fluo-3 の蛍光強度の上昇が認められたのに対して、Zn2+存在条件下ではさらなる







4.3.3 カルシウム特異的試薬に対する Zn2+の反応性 
 
 これまで Ca2+を特異的に認識するとされ細胞内への Ca2+流入を観察するため
に用いられてきた Fluo-3がZn2+を強く認識する可能性が示されたため、次にCa2+
を特異的にキレートするとされる EGTA と Zn2+との反応性を評価した。Fluo-3
を負荷した C6 glioma細胞に EGTA存在下あるいは非存在下において ZnCl2を添
加し、共焦点レーザー顕微鏡により Fluo-3 の蛍光強度変化を観察した。その結




Fig. 17 細胞内カルシウム蛍光指示薬 Fluo-3と Ca2+および Zn2+の反応性 
Zn











NMDA受容体を強制発現させた HEK293細胞に Fluo-3を取り込ませ、10 M Gly
を含んだレコーディングメディウム中で 10 M Glu を添加したところ、Fluo-3
の蛍光強度の上昇が確認され、細胞内への Ca2+の流入が認められた。そこに Zn2+
キレーターTPENを添加したところ、0.2 mM、2 mMのいずれの濃度においても、
Fluo-3 の蛍光強度に変化は認められなかった。以上のことから、TPEN は Ca2+
とは反応せず、Zn2+を特異的にキレートする可能性が示唆された。 
Fig. 18 Ca2+特異的キレーターと Zn2+の反応性 











ノフォア pyrithione を添加すると蛍光強度が上昇し、さらに Ca2+イオノフォア
A23187 を添加しても蛍光強度の上昇は認められなかった。また、EGTA 存在下
で Zn2+を添加した際には、Zn2+イオノフォア pyrithione、Ca2+イオノフォア A23187
を添加しても、FluoZin-3 の蛍光強度の上昇は認められなかった。以上のことか
ら、FluoZin-3は Zn2+を認識することが確認された。 
Fig. 20 Zn2+特異的キレーターTPENの Ca2+との反応性 
Fluo-3を添加した NMDA受容体人工発現 HEK293細胞に Gly存在下で Gluを添加し、蛍





Fig. 19 細胞内亜鉛蛍光指示薬 FluoZin-3の反応性 





次に、亜鉛蛍光指示薬 FluoZin-3の Ca2+との反応性について検討を行った。 
Zn
2＋および Ca2+と反応する可能性が示された Fluo-3 を負荷した C6 glioma 細胞
に Zn2+を添加しその後に Zn2+イオノフォア Pyrithione を加えたところ、Fluo-3の
蛍光強度は上昇した。さらに Zn2+キレーターTPEN を添加したところ Fluo-3 の
蛍光強度は低下したものの、基底状態までは下がらなかった。しかし、Zn2+を特
異的に認識する可能性が示された FluoZin-3 を負荷した C6 glioma 細胞では、























び Slc39a ファミリー（Slc39a1~Slc39a14）の mRNA発現量を Real-time PCR 法に
より検討した。また、神経幹細胞株 P19 細胞、神経細胞株 Neuro2A 細胞、ミク
ログリア細胞株 BV2 細胞に関しても亜鉛トランスポーター発現量を解析した。
その結果、いずれの細胞株にも亜鉛トランスポーターの発現が確認され、特に

































 本研究では、転写制御因子 Runx2 に着目して研究を行い、骨形成過程での役
割と脳腫瘍の一種である神経膠腫での役割について新たな知見を得ることがで
きた。骨形成過程において Runx2 が必須であるのは Col1A1 陽性の骨芽細胞に発
現する Runx2 ではなく、Prx1 陽性の間葉系幹細胞に発現する Runx2 であった。
さらに、Prx1+Sca1+な間葉系幹細胞から Prx1+Sca1-細胞になり、CD90 や CD105
が消失していき、Prx1-Sca1-Osterix+細胞を経て、骨芽細胞へと分化していくこと
が骨形成において重要であり、その過程において Runx2 が必要不可欠な役割を





























Prx1陽性 Sca1 陽性の間葉系幹細胞が Prx1 陽性 Sca1 陰性になり、各種幹細胞マ
ーカーが消失していく過程で Runx2 の発現が上昇してくる。 
 
2. ヒト Glioma 細胞および C6 glioma 細胞には Runx2 が高発現しており、C6 
glioma 細胞において Runx2 のノックダウンは細胞増殖を抑制した。 
 
3. カルシウム特異的試薬とされる Fluo-3、A23187、EGTA は Ca2+だけでなく
Zn
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